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@ Vorrichtungen und Verfahren zur Untersuchung von lonenkanalen in Membranen 

@ Die Erfindung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur 
Untersuchung von lonenkanalen in Membranen. Die Er- 
findung zeichnet sich aus durch einen Biochip, in demwe- 
nigstens eine Offnung zur Aufnahme einer wenigstens ei- 
nen lonenkanal umfassenden Zellmembran vorgesehen 
ist. AuRerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Her- 
stellung eines Biochipszur Untersuchung von lonenkana- 
len, mit einem Substrat, in dem wenigstens eine Offnung 
zur Aufnahme einer wenigstens einen lonenkanal umfas- 
senden Zellmembran vorgesehen ist, mit den Schritten: 
Vorsehen eines Substrats aus einem Halbleitermaterial, 
Abscheiden einer isolierenden Schicht auf der ersten Sei- 
te des Substrats, Atzen eines Fensterabschnitts von der 
anderen Seite des Substrats her, und Ausbilden jeder Off- 
nung in dem Fensterabschnitt. Daruber hinaus schafft die 
Erfindung eine MeBsonde, umfassend einen Biochip der 
zuvor genannten Art, ein Glasrohrchen, das auf der Seite 
des Substrats vorgesehen ist, die der Seite, auf der die 
\ Membran aufbringbar ist, gegenuberliegt, wobei die dem 
Substrat abgewandte Offnung des Glasrohrchens so aus 
gebildet ist, da£ eine Elektrode einfuhrbar ist. 
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Beschreibung 

Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur 5 
Untersuchung von Ionenkanalen in Membranen, insbeson- 
dcrc Vorrichtungen und Verfahren zur Durchfiihrung der so- 
genannten Patch-Clamp-Technik. 

Stand der Technik 10 

Die Untersuchung von Ionenkanalen gewinnt in jungster 
Zeit immer mehr an Bedeutung. Ionenkanale sind Mem- 
branproteine, die als schaltbare Poren fur StromfluB dienen. 
Insbesondere sind Ionenkanale als kleinste erregbare biolo- 15 
gische Strukturen die fundamentalen Schaltelemente des 
Nervensystems. Die Ausstattung einer Nervenzelle mit Io- 
nenkanalen verschiedenen Typs bestimmt daher wesentlich 
ihre Rolle bei der Informationsverarbeitung im Gehirn. 
Ahnliches gilt im ubrigen auch fur nicht neuronale erregbare 20 
Zellen, beispielsweise fur die des Herzmuskels und seiner 
Erregungsleitungssysteme. Schaltvorgange in Ionenkanalen 
werden unter anderem deshalb untersucht, um Aufschlusse 
iiber etwaige Fehlfunktionen und deren Behebung durch 
Medikamente und dergleichen zu gewinnen. 25 

Zur Untersuchung von Ionenkanalen in Zellmembranen 
im Hinblick auf deren Schaltvorgange, d. h. deren Off- 
nungs- und SchlieBmechanismen, wird im Stand der Tech- 
nik das Patch-Clamp- Verfahren eingesetzt. Hierzu werden 
sogenannte Patch-Clamp-Pipetten aus Glas verwendet. Eine 30 
derartige Pipette ist in Fig. 5 dargestellt. Diese Pipette um- 
faBt eine Offnung 59, die ungefahr einen Durchmesser von 
1 um aufweist. Weiterhin umfaBt die Pipette einen Pipetten- 
schaft 58, in dem eine Elektrode 53 vorgesehen ist. 

Zur Analyse eines Ionenkanals wird ein Membranfleck 35 
mittels einer derartigen mit Elektrolyt gefiillten Pipette an- 
gesaugt, so daB sich zwischen Membran und Glas ein enger 
Kontakt bildet. Auf diese Weise wird ein sehr hoher Ab- 
dichtwiderstand in einer GroBenordnung > 10 GQ erhaiten. 
Hieruber konnen sehr kleine Ionenstrome durch die Mem- 40 
bran bis hin zu einigen 100 fA gemessen werden. 

Nachteil des bekannten Verfahrens ist aller dings, daB die 
Zeitskala, auf der die Offnungs- und SchlieBmechanismen 
in Ionenkanalen ablaufen, mit der bekannten MeBanordnung 
aus Glaspipette, Elektrode und Verstarker nicht zuganglich 45 
ist. Dies liegt insbesondere daran, daB aufgrund der hohen 
Streukapazitat der Glaspipette, die durch deren Geometrie 
bedingt ist (siehe Fig. 5), sowohl ein schlechtes Signal-zu- 
Rauschverhaltnis als auch eine schlechte Zeitauflosung re- 
sultiert. So besteht fiir Patch- Clamp- Verfahren eine Be- 50 
schrankung der Bandbreite auf unter 100 kHz. 

Der Erfindung liegt demnach die Aufgabe zugrunde, eine 
Vorrichtung und ein Verfahren zur Untersuchung von Ionen- 
kanalen in Zellmembranen zu schaffen, die ein verbessertes 
Signal-zu-Rauschverhaltnis und eine verbesserte Zeitauflo- 55 
sung zeigen. 

Beschreibung der Erfindung 

Diese Aufgabe wird durch einen Biochip gelost, der ein 60 
Substrat aufweist, in dem wenigstens eine Offnung zur Auf- 
nahme einer wenigstens einen Ionenkanal umfassenden 
Zellmembran vorgesehen ist. 

Durch Verwendung eines derartigen Biochips kann auf 
den relativ langen Schaft einer Pipette, der zu der hohen 65 
Streukapazitat fuhrt, verzichtet werden. Vielrnehr konnen 
von vornherein die kritischen geometrischen Parameter op- 
Limiert werden, wodurch das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis 
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gegeniiber dem Stand der Technik stark verbessert wird und 
demnach die Zeitauflosung erhoht wird. So lassen sich erfin- 
dungsgemaB Bandbreiten von 10 MHz bei Stromen von 
1 pA realisieren. 

Ein weiterer Vorteil der Verwendung eines derartigen 
Biochips ist es, daB, bedingt durch die Geometrie des Bio- 
chips allc Rastcrsondcnvcrfahrcn, wic AFM, SNOM, STM 
problemlos anwendbar sind. 

Dariiber hinaus konnen aufgrund der geometriebedingten 
leichten Zuganglichkeit auch andere bildgebende Verfahren, 
wie beispielsweise REM, konfokale Fluoreszenzrnikrosko- 
pie (auch in Kombination mit SNOM), optische Mikro- 
skopie oder Einzelphotonendetektion eingesetzt werden. 

Ein weiterer aus der geometriebedingten leichten Zu- 
ganglichkeit resultierender Vorteil ist die Moglichkeit einer 
chemischen und/oder mechanischen Manipulation des oder 
der Ionenkanale. 

GemaB einer bevorzugten Weiterbildung kann jede Off- 
nung Langen- und Breitenabmessungen aufweisen, die in 
einem Bereich von 10 um bis 10 nm liegen. Hierdurch laBt 
sich die Anzahl der beobachteten Ionenkanale von mehreren 
tausend bis zu einem einzelnen, dessen Durchmesser im Be- 
reich von einigen nm liegt, einstellen. 

Entsprechend einer anderen Weiterbildung der zuvor be- 
schriebenen Biochips kann jede Offnung im wesentlichen 
kreisformig sein. Hierdurch kann insbesondere bei Beob- 
achtung eines einzelnen Kanals ein vollstandig symmetri- 
scher Aufbau realisiert werden. Falls ein derartiger symme- 
trischer Aufbau nicht entscheidend ist, konnen auch andere 
Formen fur die Offnungsquerschnitte gewahlt werden. 

GemaB einer anderen Weiterbildung aller zuvor beschrie- 
benen Biochips kann die Dicke des Substrats im Bereich je- 
der Offnung in einem Bereich von 1 um bis 50 nm liegen. In 
diesem Dickenbereich wird zum einen die Stabilitat des Ab- 
schnitts, in dem sich die Offnung befindet, gewahrleistet. 
Zum anderen kann es bei zu groBer Dicke Probleme mit dem 
Zugangs wider stand (series resistance), also dem Widerstand 
der Offnung, geben. 

Entsprechend einer anderen bevorzugten Weiterbildung 
aller zuvor beschriebenen Biochips kann das Substrat einen 
Basisabschnitt mit einer ersten Dicke und einen im Basisab- 
schnitt ausgebildeten Fensterabschnitt mit einer zweiten 
Dicke, in dem jede Offnung vorgesehen ist, aufweisen. Ins- 
besondere konnen hierbei die Dicke des Basisabschnitts in 
einem Bereich von 1 mm bis 100 um und die Dicke des Fen- 
sterabschnitts in einem Bereich von 1 um bis 50 nm liegen. 
Durch diese Ausbildung kann die Stabilitat des Substrats 
weiter erhoht werden, wobei im wesentlichen Abschnitt 
eine Dicke gewahrleistet werden kann, bei der keine Pro- 
bleme mit dem Zugangs widerstand auftreten. 

Vorteilhafterweise konnen die zuvor beschriebenen Bio- 
chips ein Substrat aufweisen, das Quarz oder Glas umfaBt. 
Insbesondere Quarz laBt sich sehr gut mit bekannten Atzver- 
fahren, beispielsweise HF-Atzen, verarbeiten, so daB die er- 
wiinschten oben beschriebenen Strukturen auf einfache 
Weise erhaiten werden konnen. 

Alternativ hierzu kann das Substrat ein Halbleitermaterial 
und eine auf dem Halbleitermaterial aufgebrachte Isolati- 
onsschicht aufweisen, wobei die Isolationsschicht auf der 
Seite des Halbleitermaterials, auf der die Membran auf- 
bringbar ist, vorgesehen ist. Zusatzlich und zur Verringe- 
rung der Gesamtkapazitat des Biochips kann auch auf der 
anderen Seite des Substrats eine Isolationsschicht aufge- 
bracht werden. Diese beiden Ausfiihrungen zeichnen sich 
ebenfalls dadurch aus, daB sie durch aus der Halbleitertech- 
nik bekannte Verfahren mit den oben bezeichneten bevor- 
zugten MaBen hergestellt werden kann. 

Vorzugsweise umfaBL das Halbleilennaterial hierbei Si 
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oder GaAs. 

GemaB einer bevorzugten Weiterbildung der zuvor be- 
schriebenen Ausfiihrungen kann das Substrat eine Atzstopp- 
schicht aufweisen, die auf der Seite des Substrats, auf der 
die Membran aufbringbar ist, vorgesehen ist. Hierdurch 5 
kann der Atzschritt erheblich vereinfacht werden und die 
gcwunschtcn Strukturcn konncn rnit hohcrcr Prazision hcr- 
gestellt werden. 

Die Atzstoppschicht kann dabei auch aus verschiedenen 
Unterschichten bestehen, die verschiedene MateriaLien, bei- 10 
spiels weise Si 3 N 4 , Glas, Si, Polymere, sowie Metalle, um- 
fassen konnen. 

Im Fall eines Substrats, das Halbleitermaterial umfaBt, 
konnen die Isolationsschicht und die Atzstoppschicht durch 
eine einzige Schicht ausgebildet sein. 15 

Die Isolationsschicht und/oder die Atzstoppschicht kon- 
nen Si 3 N x , beispiels weise Si 3 N 4 , aufweisen. Mit diesem 
Material kann ein mit dem herkommlichen Verfahren ver- 
gleichbarer Abdichtwiderstand von einigen GO, der zur 
Messung hinreichend kleiner Strome erforderiich ist, reali- 20 
siert werden. 

Die zuvor beschriebenen und durch Verfahren aus der 
Halbleitertechnologie herstellbaren Biochips konnen ein 
Substrat aufweisen, das im Fensterabschnitt nur die Isolati- 
onsschicht aufweist. Auch diese Anordnung zeichnet sich 25 
dadurch aus, daB sie auf besonders einfache Weise durch an- 
isotropes Atzen hergestellt werden kann, wie im Zusam- 
menhang mit der Diskussion der Verfahren zur Herstellung 
der erfindungsgemaBen Biochips noch im Detail ausgefiihrt 
wird. 30 

Entsprechend einer anderen Weiterbildung der zuvor be- 
schriebenen Biochips konnen eine oder beide Seiten des 
Substrats mit einer passivierenden Schicht versehen sein. 

GernaB einer bevorzugten Weiterbildung aller zuvor be- 
schriebenen Biochips konnen Elektroden auf einer oder auf 35 
beiden Seiten des Substrats vorgesehen sein. Dies ermog- 
licht einen relativ einfachen Versuchsaufbau, da die Elektro- 
den bereits fest auf dem Biochip integriert sind und dem- 
nach ein Anbringen und Justieren der Elektroden entfallt. 
AuBerdem konnen durch eine derartige Anordnung die para- 40 
sitaren Kapazitaten und Widerstande weiter verringert wer- 
den, was zu einer weiteren Verbesserung des Signal-zu- 
Rausch-Verhaltnisses fiihrt. 

Ob ein Biochip mit Elektroden auf einer oder auf beiden 
Seiten des Substrats zum Einsatz kommt, kann in Abhangig- 45 
keit von dem durchzufiihrenden Versuch bestimmt werden. 
Eine Anordnung mit integrierten Elektroden auf der Sub- 
stratunterseite (der Seite, die der Membran abgewandt ist) 
eignet sich insbesondere auch zur kapazitiven Messung. 

Als Elektroden eignen sich insbesondere Ag/AgCl-Elek- 50 
troden. Diese Elektroden haben den Vorteil, daB ein Ausbil- 
den von Raumladungen, die zur Verfalschung der MeBer- 
gebnisse fiihren konnen, vermieden wird. 

GernaB einer bevorzugten Weiterbildung konnen diese 
Elektroden so ausgebildet sein, daB ein zeitlich konstantes 55 
elektrisches und/oder magnetisches (im folgenden elektro- 
magnetisches) Feld und/oder ein hochfrequentes elektroma- 
gnetisches Wechselfeld anlegbar ist. Insbesondere durch 
Anlcgcn cincs hochfrcqucntcn Wcchsclfclds im Bcrcich von 
MHz bis GHz laBt sich die Dynamik der Ionenkanale analy- 60 
sieren. Zum Anlegen derartiger hochfrequenter Felder ist 
die Verwendung von Antennenstrukturen besonders geeig- 
net. Hierdurch kann eine effektive Kopplung des elektroma- 
gnetischen Feldes an den Ionenkanal erzielt werden. 

Entsprechend einer bevorzugten Ausbildung konnen die 65 
Elektroden hierbei eine Breite von 40 nm aufweisen und die 
Elektroden konnen an die Offnung herangefiihrt sein. 

Ebenso wie Elektroden konnen gemaB einer bevorzugten 
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Weiterbildung der zuvor beschriebenen Biochips auch elek- 
trisch und/oder optisch aktive und/oder passive Bauele- 
mente auf dem Substrat integriert sein. Hierdurch ergibt sich 
ein weitere strukturelle Vereinfachung des Vers uchsaufb aus. 
Insbesondere konnen so auch die Signalwege kurz gehalten 
werden, was insbesondere bei den kleinen zu messenden 
Stromcn zu einer dcutlichcn Verbesserung des Signal-zu- 
Rausch-Verhaltnisses fiihrt. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsforrn 
enthalt der Biochip genau eine Offnung. In Abhangigkeit 
von der GroBe der Offnung las sen sich bis zu einem einzigen 
Ionenkanal untersuchen. 

Entsprechend einer anderen Ausfuhrungsforrn konnen 
eine Mehrzahl von Offnungen, die beispiels weise in Form 
eines Lochgitters angeordnet sind, vorgesehen sein. Mit ei- 
ner derartigen Anordnung lassen sich gezielt (in Kombina- 
tion mit ortsaufgeloster kapazitiver Messung) die Wechsel- 
wirkungen einzelner Ionenkanale studieren. 

Die Erfindung stellt auBerdem ein Verfahren zur Verfii- 
gung, das auf einfache Weise eine Herstellung eines Bio- 
chips, wie er oben beschrieben worden ist, ermoglicht. Ins- 
besondere umfaBt das Verfahren die Schritte eines Vorse- 
hens eines Substrats, eines Atzens eines Fensterabschnitts in 
das Substrat, und eines Ausbildens jeder Offnung in dem 
Fensterabschnitt. 

GemaB einer bevorzugten Weiterbildung dieses Verfah- 
rens wird auf einer Seite des Substrats eine Atzstoppschicht 
aufgebracht, und der Fensterabschnitt wird von der anderen 
Seite des Substrats her bis zur Atzstoppschicht geatzt. Hier- 
durch kann auf sehr einfache Weise eine prazise Ausbildung 
des Fensterbereichs erhalten werden. 

Vorteilhafterweise laBt sich in den oben genannten Ver- 
fahren ein Quarzsubstrat einsetzen. 

Alternativ kann ein Halbleitersubstrat, beispielsweise Si 
oder GaAs, mit einer Isolationsschicht verwendet werden. 
Falls in diesem Verfahren eine Atzstoppschicht verwendet 
wird, kann diese vorteilhafterweise in Form einer isolieren- 
den Schicht vorgesehen werden, so daB keine zusatzliche 
Schicht erforderiich ist. 

Vorzugsweise kann die Atzstoppschicht und/oder die Iso- 
lationsschicht mit einem PEC VD- Verfahren aufgebracht 
werden. 

Als Atzstoppschicht und/oder Isolationsschicht hat sich 
hierbei insbesondere eine Si 3 N x -Schicht, vorzugsweise eine 
Si 3 N4-Schicht, als gunstig erwiesen. 

In dem Atzschritt gemaB dem oben bezeichneten Verfah- 
ren wird der Fensterabschnitt vorteilhafterweise durch einen 
anisotropen Atzschritt ausgebildet. Bei einem Halbleiterma- 
terial findet vorzugsweise sin KOH- Atzschritt Einsatz, bei 
einem Quarz- Substrat hingegen ein HF-Atzschritt. 

Entsprechend einer bevorzugten Weiterbildung der zuvor 
beschriebenen Verfahren wird die Offnung durch optische 
Lithographie und einen Trockenatzschritt gebildet. Dieses 
Verfahren eignet sich fur vergleichsweise groBe Offnungen. 
Sollen kleinere Offnungen, beispielsweise herab bis zu 
10 nm vorgesehen werden, laBt sich die Offnung beispiels- 
weise durch Elektronenstrahllithographie und einen Trok- 
kenatzschritt bilden. 

Allc zuvor genannten Verfahren konncn dahingchend 
weitergebildet werden, daB auf das Substrat, gegebenenfalls 
auf die Atzstoppschicht, Elektroden, elektrisch und/oder op- 
tisch aktive und/oder passive Bauelemente integriert wer- 
den. In dieser Ausfiihrung lassen sich die bereits im Zusam- 
menhang mit den entsprechenden Biochips diskutierten Vor- 
teile erzielen. Zur Vermeidung von Wiederholungen wird 
deshalb auf die entsprechende obenstehende Diskussion 
verwiesen. 

Die eingangs genannte Aufgabe wird auBerdem gelost 
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durch eine MeBsonde mit einem Biochip, wie er oben be- 
schrieben worden ist, mit einem Glasrohrchen, das auf der 
Seite des Substrats vorgesehen ist, die der Seite, auf der die 
Membran aufbringbar ist, gegeniiberliegt, wobei die dem 
Substrat abgewandte Offnung des Glasrohrchens so ausge- 5 
bildet ist, daB eine Elektrode einfuhrbar ist. Hierdurch kann 
cine Elektrode in ionischcr Losung zur Untcrsuchung des 
oder der Ionenkanale an die Offnung herangefuhrt werden. 

Eine derartige MeBsonde schafft eine Einrichtung, in wel- 
cher der oben beschriebene Biochip auf einfache Weise zur 10 
Durchftihrung der Analyse der Ionenkanale integriert wer- 
den kann. Insbesondere kann diese MeBsonde auch pro- 
blemlos in bekannten Patch-Clamp-Aufbauten integriert 
werden. 

Vorteilhafterweise kann in einer solchen MeBsonde die 15 
dem Substrat abgewandte Offnung des Glasrohrchens so 
ausgebildet sein, daB eine Elektrodeneinrichtung ein- 
schraubbar ist. In dieser Anordnung kann die Elektrodenein- 
richtung schnell gewechselt werden und ist dariiber hinaus 
wieder verwendbar. Diese Anordnung eignet sich unter an- 20 
derem fur einen Biochip, der nur Elektroden auf der Ober- 
seite des Chips aufweist. 

In dieser Weiterbildung kann die MeBsonde zweckmaBi- 
gerweise auch zusammen mit der einschraubbaren Elek- 
trode vertrieben werden. 25 

In einer derartigen Anordnung sind zweckmaBigerweise 
zwischen der Offnung des Glasrohrchens und der ein- 
schraubbaren Elektrode Dichtungsmittel, beispielsweise O- 
Ringe, vorgesehen, damit der Elektrolyt im Glasrohrchen 
verbleibt. 30 

Vorteilhafterweise ist das Glasrohrchen mit dem Substrat 
verklebt oder mit einem Dichtungsring mit dem Substrat 
verschraubbar. Hierdurch kann eine einfache und dichte 
Verbindung zwischen Glasrohrchen und Substrat sicherge- 
stellt werden. Die Verschraubung gemaB der zweiten Alter- 35 
native fiihrt zusatzlich zur Wiederverwertbarkeit der MeB- 
sonde. 

Die zuvor beschriebenen MeBsonden konnen vorteilhaft 
so weiterge bildet werden, daB sie eine Einrichtung zum Er- 
zeugen von Unterdruck in dem Glasrohrchen aufweisen. Mit 40 
dieser Einrichtung kann mit der ublichen Ansaugtechnik ein 
Membranfleck einer ebenfalls in Losung befindlichen Zelle 
definiert werden. Damit konnen alle zur Durchfuhrung einer 
Analyse von Ionenkanalen erforderlichen Schritte an einer 
einzigen Vorrichtung durchgefiihrt werden. Dies fiihrt zu ei- 45 
ner verbesserten Handhabbarkeit der Vorrichtung. 

Im folgenden werden besondere Ausfiihrungsformen der 
Erfindung unter Bezugnahme auf die beigefugte Zeichnung 
erlautert. In der Zeichnung zeigen: 

Fig, 1 eine erste Ausfuhrungsform eines Biochips gemaB 50 
der vorliegenden Erfindung; 

Fig. 2 eine zweite Ausfiihrungsform des Biochips gemaB 
der vorliegenden Erfindung; 

Fig. 3 eine dritte Ausfuhrungsform des Biochips gemaB 
der vorliegenden Erfindung; 55 

Fig. 4 eine Ausfuhrungsform der MeBsonde gemaB der 
vorliegenden Erfindung; und 

Fig. 5 eine Pipette zur Untcrsuchung von Ionenkanalen 
gemaB dem Stand der Tcchnik. 

In Fig. 1 ist eine erste Ausfuhrungsform 1 eines Biochips 60 
gemaB der vorliegenden Erfindung dargestellt. 

Dieser Biochip umfaBt ein Substrat in dem eine Offnung 
19 zur Aufnahme einer wenigstens einen Ionenkanal umfas- 
senden Zellmernbran vorgesehen ist. 

Das Substrat umfaBt einen Basisabschnitt 10 mit einer er- 65 
sten Dicke di und einen Fensterabschnitt 11 mit einer zwei- 
ten Dicke d 2 , in dem die Offnung 19 vorgesehen ist. 

Die Dicke des Basis abschnitts 10 liegt in einem Bereich 



von 1 mm bis 100 um und die Dicke des Fensterabschnitts 
liegt in einem Bereich von 1 um bis 50 nm Der Fensterab- 
schnitt hat hierbei eine Flache von einigen 10 um 2 . 

Die Offnung 19 ist im wesentlichen kreisformig und hat 
einen Durchmesser, der in einem Bereich von 10 um bis 
10 nm liegt. Die GroBe der Offnung bestimmt sich danach, 
wicviclc Ionenkanale in einer Zellmernbran untcrsucht wer- 
den sollen. 

Der Biochip 1 ist aus einem (OOOl)-Quarz (Z-Schnitt) ge- 
bildet, in den zunachst durch einen anisotropen naBchemi- 
sche Atzschritt der Fensterabschnitt 11 ausgebildet wird. 
Als Atzmittel wird hierbei HF verwendet. 

Im letzten Schritt wird, je nach GroBe der erwiinschten 
Offnung, diese Offnung durch optische Lithographie und ei- 
nen Trockenatzschritt oder durch Elektronenstrahllithogra- 
phie und einen Trockenatzschritt gebildet. 

Fig. 2 zeigt eine zweite Ausfuhrungsform eines Biochips 
gemaB der vorliegenden Erfindung. 

Dieser Biochip weist ebenfalls ein Substrat 20, 21, in dem 
eine Offnung 29 zur Aufnahme einer wenigstens einen Io- 
nenkanal umfassenden Zellmernbran vorgesehen ist. 

Die geometrische Form und die Abmessungen des Bio- 
chips 2 entsprechen den en des in Fig. 1 gezeigten Biochips 
1. Zur Vermeidung von Wiederholungen wird in diesem Zu- 
sammenhang lediglich auf die entsprechende Beschreibung 
der Fig. 1 verwiesen. Die Bezugszeichen einander entspre- 
chender Teile unterscheiden sich hierbei nur in ihrer ersten 
Ziffer. 

Das Substrat des Biochips 2 umfaBt einen Basisabschnitt 
20, der ebenfalls aus Quarz gebildet ist, und eine Atzstopp- 
schicht, in welcher der Fensterabschnitt 21 ausgebildet ist. 
Diese Atzstoppschicht besteht aus SisN K , vorzugsweise 
Si 3 N 4 . 

Gegeniiber dem Biochip 1 auf Fig. 1 zeichnet sich der 
Biochip 2 dadurch aus, daB er durch ein vereinfachtes Ver- 
fahren herstellbar ist. 

So wird auf das Substrat 20 zunachst ein Atzstoppfilm 
aufgebracht. AnschlieBend wird von der gegeniiberliegen- 
den Seite durch einen anisotropen naBchemischen HF- Atz- 
schritt der Fensterabschnitt 11 bis zur Atzstoppschicht gebil- 
det. AbschlieBend wird die Offnung, vorzugsweise durch ei- 
nes der im Zusammenhang mit der ersten Ausfuhrungsform 
beschriebenes Verfahren, gebildet. 

In Fig. 3 ist eine dritte Ausfuhrungsform eines Biochips 3 
gemaB der vorliegenden Erfindung dargestellt. 

Beziiglich der geometrischen Abmessungen und Aufbaus 
entspricht der Biochip 3 im wesentlichen dem Aufbau der in 
den Fig. 1 und 2 beschriebenen Biochips, so daB auch hier 
zur Vermeidung von Wiederholungen auf die Beschreibung 
dieser Chips verwiesen wird. Die Bezugszeichen einander 
entsprechender Teile unterscheiden sich hierbei nur in ihrer 
ersten Ziffer. 

Im Gegensatz zu den dort gezeigten Biochips besteht der 
Basisabschnitt 30 des Substrat aus einem Halbleitermaterial, 
beispielsweise (100)-Si. 

Auf diesem Halbleitermaterial ist eine isolierende Schicht 
aufgebracht, in welcher der Fensterabschnitt 31 ausgebildet 
ist. Die isolierende Schicht 31 dient auBerdem im Herstel- 
lungsvcrfahrcn als Atzstoppschicht. 

Der Herstellungsvorgang ist demnach dem in Fig. 2 her- 
gestellten Biochip ahnlich. In der dargestellten Ausfuh- 
rungsform besteht diese Schicht aus SisN^ 

Insbesondere wird zuerst auf den Siliziumbasisabschnitt 
30 die Isolations- und Atzstoppschicht mit einem PECVD- 
Verfahren aufgebracht. Dann wird von der anderen Seite 
durch einen anisotropen naBchemischen KOH- Atzschritt 
der Fensterabschnitt 31 in dem Substrat ausgebildet. Hierbei 
wird bis zur Atzstoppschicht durchgeatzt. AnschlieBend 
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kann, wie in den zuvor beschriebenen Ausfiihrungsformen 
in Abhangigkeit von der erwiinschten GroBe der Offnung 
diese durch optische Lithographie bzw. Elektronenstrahlli- 
thographie und einen Trockenatzschritt ausgebildet werden. 

Im letzten Schritt werden schlieBlich noch Elektroden 32 5 
und 33, die im vorliegenden Fall aus Ag/AgCl bestehen, auf 
die Obcrscitc und die Untcrscitc des Substrats aufgebracht. 

In Fig. 3 ist daruber hinaus dargestellt, wie eine Membran 
M mit einen Ionenkanal I in die Offnung 39 eingebracht 
worden ist. Zur anschlieBenden Messung, die unter Bezug- 10 
nahme auf Fig. 4 noch im Detail beschrieben wird, muB eine 
Elektrolytfliissigkeit 34 iiber Membran und Elektrode 32, 
sowie im Atzgraben, vorgesehen werden. 

Die in den Fig. 1 bis 3 dargestellten Biochips stellen le- 
diglich bevorzugte Ausfiihrungsformen der Erfindung dar, 15 
und sind nicht als Beschrankung derselben zu verstehen. 

DerngemaB sind eine Vielzahl anderer, nicht gezeigter 
Ausfuhrungsformen moglich. 

Beispielsweise ist es nicht erforderlich, daB die Offhung 
kreisformig ausgebildet ist. Sie kann je nach Anforderung 20 
verschiedene Querschnitte aufweisen. 

AuBerdem lassen sich verschiedene Materialien zur Aus- 
bildung der Biochips einsetzen. So kann beispielsweise an- 
stelle des Quarzes auch Glas und anstelle des Silizium ein 
anderes Halbleitermaterial, beispielsweise GaAs, verwendet 25 
werden. 

Insbesondere im Fall eines Substrats aus Halbleitermate- 
rial, allerdings nicht beschrankt hierauf, konnen die Oberfla- 
chen des Substrats mit einer passivierenden Schicht iiberzo- 
gen werden. 30 

Weiterhin lassen sich auch verschiedenartige Elektroden 
einsetzen, beispielsweise solche, die zur Erzeugung eines 
elektromagnetischen Feldes im Bereich des Ionenkanals ge- 
eignet sind. 

Daruber hinaus konnen elektrisch und/oder optisch aktive 35 
und/oder passive Bauelemente auf dem Substrat integriert 
werden. 

Ebenso lassen sich zur Herstellung der Biochips verschie- 
dene aus der Halbleitertechnologie hinreichend bekannte 
Verfahren in Abhangigkeit von dem jeweils verwendeten 40 
Materialien einsetzen. 

Auch konnen mehrere Offnungen vorgesehen werden, die 
beispielsweise in Form eines Lochgitters angeordnet sind. 

In Fig. 4 ist eine MeBsonde gemaB einer Ausfuhrungs- 
form der vorliegenden Erfindung dargestellt. 45 

Diese MeBsonde umfaBt ein Substrat mit einem Basisab- 
schnitt 40 und einem Fensterabschnitt 41, in dem eine Off- 
nung 49 ausgebildet ist. Auf dem Substrat ist weiterhin eine 
erste Elektrode 42 angeordnet. 

Unter dem Substrat 40 ist ein Glasrohrchen 45 befestigt, 50 
an das sich eine Elektrode 43 mit Halterung anschlieBt. 

Weiterhin umfaBt die MeBsonde eine Einrichtung zum 
Erzeugen von Unterdruck in dem Glasrohrchen, die durch 
das Bezugszeichen 46 angedeutet ist. 

Neben der dargestellten Ausfuhmngsforrn der MeBsonde, 55 
die nicht als Beschrankung der vorliegenden Erfindung zu 
verstehen ist, sind weitere Abwandlungen moglich. 

Als Biochips lassen sich beispielsweise beliebige der er- 
findungsgcmaBcn Biochips einsetzen. Insbesondere die Ab- 
messungen bestimmen sich hierbei nach dem Einsatzgebiet, 60 
also insbesondere der Zahl der zu untersuchenden Kanale. 

Das Glasrohrchen kann beispielsweise mit dem Substrat 
verklebt werden. 

Die Elektrodeneinrichtung mitsamt Halterung kann so 
ausgebildet werden, daB sie von unten in das Glasrohrchen 65 
einschraubbar ist. 

Weiterhin kann zwischen der Offnung des Glasrohrchens 
und der einschraubbaren Elektrode ein Dichtungsring vor- 
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gesehen sein. 

Im folgenden wird beschrieben, wie mit der vorliegenden 
MeBsonde Ionenstrome durch den Ionenkanal gemessen 
werden konnen. 

Zunachst wird eine Zellrnembran in Elektrolytlosung auf 
das Substrat aufgebracht. Durch Betatigung der Einrichtung 
zum Erzeugen von Unterdruck 46 wird die Membran mit- 
samt dem Ionenkanal in die Offnung gesaugt. In der MeB- 
sonde befindet sich ebenfalls eine Elektrolytlosung 44. Uber 
die beiden Elektroden 42 und 43 kann schlieBlich der durch 
den Ionenkanal flieBende Strom gemessen werden. 

Patentanspriiche 

1. Biochip (1; 2; 3), insbesondere zur Untersuchung 
von Ionenkanalen, mit einem Substrat (10; 20; 30), in 
dem wenigstens eine Offnung (19; 29; 39) zur Auf- 
nahme einer wenigstens einen Ionenkanal (I) umfas- 
senden Zellrnembran (M) vorgesehen ist. 

2. Biochip nach Anspruch 1, in welchem jede Offnung 
Langen- und Breitenabmessungen aufweist, die in ei- 
nem Bereich von 10 jam bis 10 nm liegen. 

3. Biochip nach Anspruch 2, in welchem jede Offnung 
im wesentlichen kreisformig ist. 

4. Biochip nach einem der vorangegangenen Ansprii- 
che, in welchem die Dicke des Substrats im Bereich je- 
der Offnung in einem Bereich von 1 um bis 50 nm 
liegt. 

5. Biochip nach einem der vorangegangenen Ansprii- 
che, in welchem das Substrat einen Basisabschnitt (10; 
20; 30) mit einer ersten Dicke (di) und einen im Basis- 
abschnitt ausgebildeten Fensterabschnitt (11; 21; 31) 
mit einer zweiten Dicke (d2), in dem jede Offnung vor- 
gesehen ist, aufweist. 

6. Biochip nach Anspruch 5, in welchem die Dicke des 
Basisabschnitts in einem Bereich von 5 mm bis 10 um, 
vorzugsweise von 1 mm bis 100 um, liegt, und die 
Dicke des Fensterabschnitts in einem Bereich von 
10 um bis 10 nm, vorzugsweise von 1 jum bis 50 nm, 
liegt. 

7. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspru- 
che, in welchem das Substrat (10; 20) Quarz oder Glas 
umfaBt. 

8. Biochip nach einem der Anspriiche 1 bis 6, in wel- 
chem das Substrat (30) ein Halbleitermaterial und eine 
auf dem Halbleitermaterial aufgebrachte Isolations- 
schicht (31) aufweist. 

9. Biochip nach Anspruch 8, in welchem das Halblei- 
termaterial Si oder GaAs umfaBt. 

10. Biochip nach einem der Anspriiche 7 bis 9, in wel- 
chem das Substrat eine Atzstoppschicht (21; 31) um- 
faBt, die auf der Seite des Substrats, auf der die Mem- 
bran aufbringbar ist, vorgesehen ist. 

11. Biochip nach Anspruch 10 in Verbindung mit An- 
spruch 8, in welchem die Isolationsschicht und die Atz- 
stoppschicht durch eine einzige Schicht ausgebildet 
sind. 

12. Biochip nach Anspruch 11, in welchem die Isolati- 
onsschicht und/oder die Atzstoppschicht Si^N x , vor- 
zugsweise Si 3 N 4 , aufweist. 

13. Biochip nach einem der Anspriiche 7 bis 12 in Ver- 
bindung mit Anspruch 5 oder 6, in welchem das Sub- 
strat im Fensterabschnitt nur die Isolationsschicht und/ 
oder die Atzstoppschicht aufweist. 

14. Biochip nach einem der vorangegangenen Ansprii- 
che, in welchem eine oder beide Seiten des Substrats 
mit einer passivierenden Schicht iiberzogen sind. 

15. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspru- 
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che, in welchem Elektroden auf einer oder auf beiden 
Seiten des Substrats vorgesehen sind. 

16. Biochip nach Anspruch 15, in welchem die Elek- 
troden so ausgebildet sind, daB ein zeitlich konstantes 
elektromagnetisches Feld und/oder ein hochfrequentes 5 
elektromagnetisches Wechselfeld anlegbar ist. 

17. Biochip nach Anspruch 16, in welchem die Elek- 
troden eine Breite von etwa 40 nm haben und an die 
Offnung herangefiihrt sind. 

18. Biochip nach einem der vorangegangenen Ansprii- 10 
che, in welchem aktive und/oder passive Bauelemente 
auf dem Substrat integriert sind. 

19. Biochip nach einem der vorangegangenen Ansprii- 
che, in welchem genau eine Offnung vorgesehen ist. 

20. Biochip nach einem der Anspruche 1 bis 18, in 15 
welchem eine Mehrzahl von Offnungen, die in Form 
eines Lochgitters angeordnet sind, ausgebildet ist. 

21. Verfahren zur Herstellung eines Biochips zur Un- 
tersuchung von Ionenkanalen, mit einem Substrat, in 
dem wenigstens eine Offnung zur Aufnahme einer we- 20 
nigstens einen Ionenkanal umfassenden Zellmembran 
vorgesehen ist, mit den Schritten: 

Vorsehen eines Substrats, 

Atzen eines Fensterabschnitts in das Substrat, und 
Ausbilden jeder Offnung in dem Fensterabschnitt. 25 

22. Verfahren nach Anspruch 21, in welchem eine 
Atzstoppschicht auf eine Seite des Substrats aufge- 
bracht wird, und der Fensterabschnitt von der anderen 
Seite des Substrats her bis zur Atzstoppschicht geatzt 
wird. 30 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, in welchem 
ein Quarzsubstrat verwendet wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, in welchem 
ein Substrat aus einem Halbleiter, vorzugsweise Si 
oder GaAs, mit einer Isolations schicht verwendet wird. 35 

25. Verfahren nach Anspruch 24 in Verbindung mit 
Anspruch 22, in welchem die Isolationsschicht und die 
Atzstoppschicht in Form einer Schicht vorgesehen 
werden. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 25, in 40 
welchem die Isolationsschicht und/oder die Atzstopp- 
schicht mit einem PECVD- Verfahren aufgebracht 
wird. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, in welchem die Iso- 
lationsschicht und/oder die Atzstoppschicht aus Si3N x , 45 
vorzugsweise Si 3 N 4 , gebildet wird. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche Anspruch 21 
bis 27, in welchem der Fensterabschnitt durch einen 
anisotropen Atzschritt ausgebildet wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 28 in Verbindung mit 50 
Anspruch 23, in welchem der anisotropen Atzschritt 
ein HF- Atzschritt ist. 

30. Verfahren nach Anspruch 28 in Verbindung mit 
Anspruch 24, in welchem der anisotropen Atzschritt 
ein KOH-Atzschritt ist. 55 

31. Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 30, in 
welchem die Offnung durch optische Lithographie und 
einen Trockenatzschritt gebildet wird. 

32. Verfahren nach einem der Anspriichc 21 bis 30, in 
welchem die Offnung durch Elektronenstrahllithogra- 60 
phie und einen Trockenatzschritt gebildet wird. 

33. Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 32, in 
welchem auf die Atzstoppschicht Elektroden, elek- 
trisch und/oder optisch aktive und/oder passive Bauele- 
mente integriert werden. 65 

34. MeBsonde (4), umfassend 

einen Biochip (1; 2; 3) nach einem der Anspruche 1 bis 
20, 
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ein Glasrohrchen (45), das auf der Seite des Substrats 
vorgesehen ist, die der Seite, auf der die Membran (M) 
aufbringbar ist, gegenuberliegt, wobei 
die dem Substrat abgewandte Offnung des Glasrohr- 
chens so ausgebildet ist, daB eine Elektrodeneinrich- 
tung (43) einfiihrbar ist. 

35. MeBsonde nach Anspruch 34, in welcher das Glas- 
rohrchen mit dem Biochip verschraubbar ist. 

36. MeBsonde nach einem der Anspruch 35, in wel- 
cher zwischen Glasrohrchen und Biochip Dichtungs- 
mittel vorgesehen sind. 

37. MeBsonde nach Anspruch 34, in welcher das Glas- 
rohrchen mit dem Substrat verklebt ist. 

38. MeBsonde nach einem der Anspruche Anspruch 
34 bis 37, in welcher die Elektrodeneinrichtung in das 
Glasrohrchen einschraubbar ist. 

39. MeBsonde nach Anspruch 38, in welcher zwischen 
Glasrohrchen und Elektrodeneinrichtung Dichtungs- 
mittel vorgesehen sind. 

40. MeBsonde nach einem der Anspruche 34 bis 39, in 
welcher eine Einrichtung zum Erzeugen von Unter- 
druck (46) in dem Glasrohrchen vorgesehen ist. 
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